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骨軟部悪性腫瘍の 治療成績 の 向上 の た め に は , 原発腫瘍 の み な らず転移腫瘍 に 対する有効な治療方法を開発す る必要が
ある . 本研究で は骨軟部悪性腫瘍の 転移実験法な ら び に 転移巣治療実験法の 確立を 目指 し. 受精鶏卵 を用 い る腫瘍移植系 (受
精鶏卵法) に よ る ヒ ト 腫瘍細胸 の 人工 転移実験系 の 有用性 を検討 L た･ 僻卵10 日 目の 受精鶏卵の 凍尿膜上 の 血管 に 1 ×10憫 の
腫瘍細胞を移植 し, 7 日後に 胎 児肝お よ び肺を 摘出し D N Aを 抽出 した ･ 転移 ヒ ト 腫瘍細胞の 特異的且 つ 定量的な倹出方法 と
して , 転移腫瘍に 含まれ る ヒ ト D N Aの 特定領域せ特異的 D N A増幅反応(polym er a se chain r e a ctio n, P C R)法に よ り増幅し
た後, 増幅 D N A断片を サ ザ ン プ ロ ッ ト法に て 検出およ び 解析 し た , 本法を 剛 ､て 骨軟部悪性腫瘍培養株の 転移能 を検討 した
結果 , 線維肉腫細胞株 で は H T-1 080 が, 骨 肉腫細胞株 で は M N N G/H OS と S K-E S-1 が高い 転 移能を 示 し た ･ さ ら に
H T-1080 お よびM N N G/H O Sを 移植 した 鶏卵胎児に おい て は 単位重量当り の 転移細朋 が肺よ り肝 の 方が そ れ ぞれ H T-1080で
約 3 胤 M N N G/H O Sで 約10倍上 回 っ て い た . そ れ に 対 して , S K-E S,1 で は肺 およ び肝に お け る転移細胞数は ほ ぼ同程度で ,
肺 へ の 転移指向性が H T-1 08 0 や MN NG/H O Sに 比べ て 高い こ と が 示唆 され た . 腫瘍移植 7 日後の 肝お よ び肺の 阻織学的所見
で は こ れ ら の 腫瘍細胞の 転移 が多数観察 され , P C R法に よる 検出結果と
一 致 した . 転移巣に 対す る抗が ん剤 の 感受性を検討す
る 目的で 移植後 3 日目に 抗が ん剤 を凍尿膜上 の 血管内に 投与した . HT
-1080, M N N G/H O S およ び S K-E S-1 の 転移巣は い ずれ
もア ドリ ア マ イ シ ン (adria mycin , A D M) と マ イ ト マ イ シ ン C (mit o mycinC, M M C)に 高い 感受性 を示 L た･ また シ ス プ ラ チ ン
(cis-blatin u m, C D D P), サ イ ク ロ ブ ォ ス フ ァ マ イ ド(CyClopho spha mide, C P M) お よ び ビ ン ブ ラ ス チ ン (vinbla stin e, V L B) に 対
する転移巣の 感受性は各細胞株に よ り 異な り , S K-E S-1 は C D D P およ び C P Mに , H T-1080 は V L Bに 高 い 感受性 を 示 し
た . しか し, M N N G/H O Sの 転移巣は 同 投与量の C D D P, C P M お よ び V L Bに 対し感受性を 示 さ なか っ た ･ M N N G/H O S細
胞を移植 した 鶏卵胎児肝の 経時的な組織学的所見で は , 腫瘍細胞 は 2時間お よび 8時間後で も微小血管内に 存在 L て い た が ,
1 2時間後に は 腫瘍細胞 は血 管内皮細胞内に 侵入 して い た . さ らに , 22時間お よび51時間後で は分裂増殖 が認め られ , 7 日後で
は 転移巣を多数形成し て い た . 転移巣形成 の 抑制 を 目 的 に , 受精 鶏卵 に M N N G/H O S細胞 を移植 し た 後早期に M M Cと
V L Bを投与 した . M M C を移植 2時間後に 投与 した場合で は91.9%の 肝 転移巣抑制効果を示 し, 24時間と72時間後で ほ 各 々8
3.2%お よ び51.8%の 抑制率を 示 した . 一 九 V L B投与群の 転移巣抑制率は移植2時間後の 投与で は-2･2%, 72時間後 の 投与
では10.4%で あ っ た . こ の よ う に 腫瘍細胞移植後早期に 有効な抗が ん剤を 投与す る こ とに よ り転移を抑制す る こ と が 可能 で あ
る こ と が示 され た . 受精鶏卵法 は ヒ ト 骨軟部悪性腫瘍の 転軌 浸潤の 機構解明 の た め の 転移実験系と して , また 転移巣に 対 す
る治療法 の 開発 に も有用 な実験系 に な るもの と考 え られ た .
Key w ords hu man bo ne a nd soft tis s u etu m o r c ell, m eta Sta Sis, POlym era se chain re action t
che mo se n sitiv lty teSt, Chick e mbryo
骨軟部悪性腫瘍に お け る最も憂慮され る べ き予後因子の 一 つ
ほ診断時に おけ る転移の 有無で あ る . しか し なが ら, 現在の が
ん医療iこ おけ る転移が ん の 一 般的な 検出限界 は直径 1c m の 應
痛ま で と され て お りl＼ ニ の 検出限界 よ り も さ ら に 小 さ い 微小
転移が ん の 検出法は未だ確立 され て い な い . 従 っ て , が ん で あ
ると診断が下 され た 段 階で緻小転移が ん が 存在す ると 仮定した
全身的治療法が施行 され て い る の が 現状で ある . 掛 こ骨軟部悪
性腫瘍領域に お い て は 強力 か つ 有効な 化学療法の 支援が そ の 治
療成績の 向上 に 大き く貢献 して い る こ と か ら2､■ ､ 5＼ 全 身的治療
法であるが ん 化学療法は微小転移が ん の 治療に 有用 な 手段 に な
り得る と考 え る. 一 九 が ん化学療法は未だ完成 され た もの で
はな く . 既存の 抗がん 剤の 投与の み で は 完全に 転移を抑制す る
こと ほ 難し い . 転移を阻止 し 転移が んを 効果的に 治療する た め
に は , が ん細胞の 転移の 機構に 基づ い た 薬剤ま た は治療法を新
たに 開発する必要がある . こ れ ま で の 転移研究の 大部分は転移
現象 の 解析で あり , 転移 がん の 治療 に 関す る報告は極 めて 少な
い . こ れ は 有用 な転移実験 モ デ ル 系が確立され て い な い こ と に
原因の 一 つ が ある . 本研究では 骨軟部悪性腫瘍の 転移実験系な
平成5年 4月20日受付 , 平成 5年5月17 日受理
A bbreviatio ns: ADM , adria mycin;C DDP, Cis-platinu m ; C P M, CyClophospha mide; E D T A. ethyle n edia min e
-
tetraacetic acid;.H. E. , he m atoxylin a nd e o.sin e; M M C, mito myciI C; M M P, rn姉Iix meta11叩 rOt.e由ase;】M T T,
3-(4, 5-dim ethylthiazolq2-yl)-2, 5-diphenyltetr azoliu m bro mide ; O D, Optical de nsity ;P B$, pho卑Phate-buffered
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ら び に 転移巣治療実験系の 確立 を 目指 し, 受精鶏卵法 に よ る ヒ
ト骨軟部悪性度瘍細胞の 転移実験お よ び微小転移巣 に 対す る抗




本研究の 転移実験 に 用い た ヒ ト腫疹細胞株は , 線維 肉腫細胞
H T-108081[Am eric a n Type Cultur e Co11e ctio n (A T C C),
Ro ckvill, M D, U S A から購 入] と 以 下の 6種の 骨肉腫細胞 , 当
教室 で樹立 し継 代 し て き た ヒ ト 骨 肉腫由来 細胞 (hu m a n
OSteOge nic s ar c o m aTaka se str ain, O S T)Tl, M N N G/H O S8)
(A T C か ら購入), M G-63g)(A T C C から購入), KH OS-31 2 H川
(A T C Cか ら購入), S K-E S-111)(A T C C から購入), U-2 0 S12}(住友
製薬研究所 , 大阪よ り供与) の 計 7種類である . 組織 培養液 は
10% (v/v) 非働化ウ シ 胎児血清 (fetal calfs er u m, F CS)(GIB-
C O, Gr a nd Isla nd, N Y, U S A)と 0.3mg/mlグ ル タ ミ ソ (日水製
薬 , 東京) を含む R P M I-1 640培地(ニ プ ロ , 大阪) で ある . 各
細胞 は阻織培養液中 に お い て , 5% C O2 濃度 , 37 ℃ で培養 し
た . 移植用の 細胞浮遊液は以下 の ように 調整 した . 0､02% ト リ
プ シ ソ (GI F C O, Detr oit, M ichり U S A)-0.2% エ チ レ ン ジ ア ミ ン
四酢酸 ニ ナ ト リウ ム (ethyle n edia min etetra a c etic a cid, E D T A)
を 含 む 0･15 M リン 酸 緩衝生 理 食塩 液 (phosphate-buffered
S alin e, P B S) を用い て 細胞を 剥離 した後∴組織培養液を用 い て
細胞浮遊液1 ×10T個/mlを 作製 した . 移植 に 用 い た 腫瘍細胞の
浮遊液は , ト リバ ン プル ー 色素排除試験法 に よ り , 90% 以上 の
生細胞が ある こ と を 確認 した .
Ⅱ . 実験動物
本研究 で 腫瘍移植の 宿主動物 と して 用い た受精鶏卵 (プ リ マ
ス ロ
ッ ク 薩 × ホ ワ イ ト レ グホ ン 種)は後藤僻卵場(岐阜)よ り購
入 し, 加湿 した 紆卵器中37 ℃で 貯卵 させ た .
Ⅲ . 腫瘍細胞の移植方法
受精鶏卵 の 模式図 を図 1に 示 し, 腫瘍細胞の 移植方法 を以下
に 記述す る . 酵卵10 日 の 鶏卵 を透光 し , 凍尿膜 上 の 血管 の 位
置 を定 め , そ こ を 中 心 に 回 転式 の ヤ ス リ を 用 い て 卵殻 に
1c mx O.5c m 程度 の 傷 を付け , ピ ン セ ッ ト を用 い て 卵殻を除去
した . 露出 した卵殻膜 に 流動 パ ラ フ ィ ン (Me rck, Da r m stadt,
Ger m a ny) を滴下 し血 管 を見や すく し , 30 ゲー ジ針の 付 い た 注
射器を用 い て 1 ×1 06個(0.1ml)の 腫瘍細胞を凍尿膜上 の 血管内
に 移植 した .
Ⅳ . 転移巣治療実験
抗が ん剤 に よ る治療実験 を行 なう場合に ほ腫瘍細胞移植 3 日
後 仁 即 ち貯卵1 3 日目 に , Ⅲ に 記述 L た方法 で 卵殻の 別 の 部位に
窓を 開け , 30 ゲー ジ の 注射針を 用 い て 0･1
,
mlの 抗が ん 剤を投与
した ･ 薬剤濃度ほ臨床投与量を参考 に し, 鶏卵胎児の 平均体重
(肝卵13日 目 で 5･1g) に 換箕 して 決定 した (表1). 抗が ん割とし
て ア ドリ ア マ イ シ ン (adria mycin , A D M)(協和醸軌 東京), シ ス
プ ラ チ ン (cis-P土atin u m, C D P)(日本化薬 , 東京), サ イ ク ロ フ ォ
ス フ ァ マ イ ド (CyClopho spha mide, C P M)(塩野義製* , 大阪),
ビ ン ブ ラ ス チ ン (vinbla stin e, V L B)(塩野義製薬), マ イ ト マ イ シ
ン C (mito mycinC, M M C)(三 共 , 東 京), エ ト ポ サ イ ド
(etopo side, V P-16)(ブ リ ス ト ル ･ マ イ ヤ ー ズ ･ ス ク イ ブ , 束
京) を用 い た ･ 移植後 7 日 目即 ち将卵17 日冒に 胎児を 解剖 し ,
摘出 した 肝お よ び 肺か ら D NA を抽出 した .
V . D N A抽 出と鋳型 Dr( Aの 調製
ヒ ト腫瘍培養細胞ま た ほ 鶏卵胎児よ り 摘出 した 肝 (約 0.5g)
お よ び肺(約0･15g)か ら の D N A抽出は , 以下 に 示 す方法で 行
な っ た
13)
. 鶏卵 肝 及 び 肺 を 4ml の 0.1 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム ;
O12 M シ ョ 糖;0･01 M E D T A;0.3M TrisqH Cl緩衝液(pH 8.0)中
で 破砕 した . 各 破砕液 ほ フ ァ ル コ ン 2 0 5 9チ ュ ー ブ (Be cton
Dickin s o n, NJ, U S A)に 入 れ , 250plの10% ドデ シ ル 硫酸ナ ト リ
ウ ム (s odiu m dode cyls ulfate, S D S)を加 え攫拝 し , 65 ℃の 温洛
中に お い て 30分間加温 した . さ らに , 600〟1 の 8 M 酢酸カ リウ
ム pH 5･2 を 加え , 控搾後水中 に60分間静置 した . 氷冷後 , 4
℃ , 11,000rpm に お い て20分間遠心 し, 上 清を 新た な チ ュ ー ブ
に 回 収 し た . ク ロ ロ ホ ル ム 2ml, Tris-E D T A(T E) 緩衝液
Fig ･1･ Sche m a of the fertiliz ed eg g. Tu m or c ells w ere
inje cted into the chorio alla ntoic m e mbr ane (C AM )vein of
lO-day-01dchick em bryo s with a 30ga uge n e edle through
the sheu m e mbr a n e.
Tablel･ Antitu m ordr ugs a nd do s e sforthe che m os e n sitivity test
Dr ug Clin cal do s e Expe rim e ntal do s e(J唱/eg g)
A dria mycin (A D M)
Cis-platin u m(C D D P)
Cyclopho sphomi de(C P M)
Etopo side(V P-1 6)
M ito mycin C(M M C)













T he e xperim e ntal dos e sw ere dete rmined a c c ording to the clinic al do se s.
S alin e; P C R, pOlym eras e ch ain re actio n;S D S, S Odiu m dodecyl s ulfate; SS C, S aline s odiu m citrate; T E, Tris
E D T A;VLB, Vinblastin e ;V P-16, etOpO Side
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〔10m M Tris-H Cl(pH 7･4)･ 0･1m M E D T A(pH 8･0)〕 飽和 フ ェ
ノ ー ル 2mlを 加え 攫拝後 , 3,000rpm に お い て1 5分間遠心 し
た . 氷 層に ク ロ･ロ ホ ル ム 4ml を 加え携拝後 , 3,000rpm に お い
て15分間遠心 を 行な っ た ･ 分取 した氷 層 に 8mlの
エ タ ノ ー ル を
加え , 4 ℃, 3･000rpm に お い て15分間遠心 し, D N Aを沈殿と
して 得た . 沈殿は 5ロー1の80% エ タ ノ
ー ル で 洗 い , 減圧乾燥 した
後に 2mlの T E緩衝液に 溶解し た ･ 各 D N A溶液 に リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ A(Sigm a, St. Lo uis, M O, U S A)100pgを 加 え37 ℃,
30分間反応させ た後 , 3 M 酢酸ナ トリ ウ ム (pH 5･2) 200〟l を 加
え, T E緩衝液飽和 フ ェ ノ
ー ル Mク ロ ロ ホ ル ム (1:1)2mlに て
1 回 (3,000rp 町 1 5分間), ク ロ ロ ホ ル ム 2ml に て 1 回
(3 朋Orpm , 10分間) 抽出を行な っ た ･ 分敬 した 水層 に 5mlの エ
タ ノ ー ル を 加え 3,000rpm に て15分間遠心 し エ タ ノ ー ル 沈殿 を
行な っ た . DN A は, 80%の エ タ ノ ー ル 2ml で洗い , 減圧 乾燥
した 後, T E緩衝液 に 溶解 した . 各 D N Aの 260n m に おける吸
光度 (optic al de n sity, O D) を測定 し て D N A濃度 (1 0 D= 50
鵬/mI)を 求めた 後 , 滅菌蒸留水を 用 い て 1 00鵬/ml に 調製 し,
こ れ を Taq D N A ポ リメ ラ
ー ゼ (Pe rkin-Elm erCetu s,
Nor walk, C T, U S A)を 用 い る特異的 D N A増幅反応 (polym e-
rase chain r e a ctio n, P C R) の 鋳型 D N A と して 用い た .
Ⅵ . プ ライ マ ー お よびブ ロ ー プ用オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドの 作製
P C R プラ イ マ ー と プ ロ ー ブ用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは Endo
ら棚 の 報告 に準 じ, ヒ ト β- グ ロ ビン 遺伝子576塩基対を特異的
に増幅す る･Huβ-1: 5
'





-T A T G A C A T G A A C T T A A C C A T-3
'
, お よ び プ ロ ー
ブ用オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド , Huβ-2: 5㌧A C A C A A C T G T G T T C-
A C T A G C-3
'
, を D N A合成 装 置 P C Rメ イ ト (Applied
Biosyste m s, C A, U S A) に よ り 合成 し た . プ ロ ー ブ D N A
13pm ol に 対 し【T 32P] A T P 50pCi(Am ersha m, Gr e enwhich,
C T, U S A), ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ
ー ゼ 緩 衝 液 [50m M
Tris-H Cl(pH 7.6), 1 0m M 塩化 マ グネ シ ウ ム , 5m M ジチ オ ト レ
イ ト ー ル , 0.1m M ス ペ ル ミ ジ ン お よ び 0.1m M E D T A
(pH8.0) ∴1 0単位 T 4 キナ ー ゼ ( 宝 酒造 , 京都) お よび 滅菌蒸留
水を加え全量 2恥1 と し, 37 ℃に お い て45分間反応 さ せ た 後 ハ
イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン に 用い た .
Ⅶ . P C R反応
調製 した鋳型 D N A IFLg に 対 して P C R反応緩衝液 [10m M
Tris-H C l(pH 8,3), 50m M 塩化カ リ ウ ム , 1.5m M 塩 化 マ グネ シ
ウ ムニ, デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合液 [デ オ キ シ ア デ ノ シ
ン 三 リ ン 酸(deo xyade n osin e5
'
-triphosphat e. d A T P), デ オ キ シ
グア ノ シ ン 三 リ ン 酸 (de o xy gu a n osin e5
'
-triphosphate, d G T P),
デ オ キ シ シ チ ジ ン 三 リ ン 酸 (de o xycytidin e5
'
Ttripho sphate ,
dC TP), デ オ キ シ チ ミ ジ ン 三 リ ン 酸 (de o xythymidin e 5
'
-
tripho sphat e, d T T P) 各200/ノM], Taq D N A ポリ メ ラ ー ゼ 2.5
単位, 各 々 1〃M の プ ラ イ マ ー を加 え , 滅菌蒸留水に よ り全量
10恥=こ調整 した . 加熱 の 際に 起き る反応液の 蒸発を防 ぐた め ,
反応液に 10毎1の ミ ネ ラ ル オイ ル (Sigm a) を重層 した . 反応に
ほ DN Aサ ー マ ル サ イ ク ラ ー (Perkin -Elm e rCet u s) を使用 し,
熱変性を94 ℃, 1 分間, ア ニ ー リ ン グ を55 ℃, 2分間, D N Aの
伸長を72℃ , 1 分間と し, こ れ を 1 サ イ ク ル と して , 26サ イ ク
ル 繰 り返 した . 反 応終了後 , 3,000rpm に お い て 数秒間遠心 した
後, 上層 の ミ ネ ラ ル オイ ル を 除去 し, ク ロ･ ロ ホ ル ム 100〃1 を加
え振乱 し, 上 層に増幅後の D NA 溶液を得 た .
Ⅶ . 増幅 DN A断片 の検出
増幅後の D N A溶液に 10〃1の 3 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム (pH5.2)
お よ び 300〃1 の エ タ ノ
ー ル を加え , 4 ℃, 15.000rpm に て20分
間遠心 し D N A を沈殿 さ せ た . D N A は, 8 0% エ タ ノ ー ル
30恥lに て洗浄 した後 , 減圧 乾燥 し, 試料溶解液(0.06タ` プ ロ ム
フ ェ ノ ー ル ブル ー , 0.06%キ シ レ ン シ ア ノ ー ル お よ び6. 7% グ
リ セ ロ ー ル を 含む T E緩衝液) 恥1 に 溶解 し た . 各 試 料 は
0.5FLg/ml ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド を 含 む 泳動緩衝液 (40m M
Tris, 20m M 酢酸ナ ト リ ウ ム , 1m M E D T A, PH 7.2) 中, 売電圧
10 肌r に おい て1.5% ア ガ ロ ー ス ゲル で 電気泳動 を行 っ た . 泳動
後 サ ザ ン 法151こ準じて ト ラ ン ス フ ァ ー を行 な っ た . 即 ち , 泳動
終 了 後 の ゲ ル を ア ル カ リ 変性液 (0.5 M 水酸化 ナ ト リ ウ ム ,
1.5 M 塩化ナ トリ ウ ム) 中で30分間振返 し D N A を変性 させ た
後 , 中和 液 (3 M 塩化 ナ ト リ ウ ム , 0.5 M ト リ ス 一 塩 酸 ,
pH 7.2) 中で1 5分間振浸 した . 中和操作 を 2 回 線 り返 した 後 ,
D N A は20× 食 塩 ･ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 (S alin e s odiu m
cit rat e
,
S S C)(3M 塩化 ナ ト リ ウ ム , 0.3 M ク エ ン 酸ナ ト リ ウ
ム) を 用 い て ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー (Hybo nd-N,
Am ersha m) に ト ラ ン ス フ ァ ー した . ナ イ ロ ン メ ン プ レ ソ フ ィ
ル タ ー に10分間紫外線を照射し て , D N Aを フ ィ ル タ ー に 固定
した . フ ィ ル タ ー は ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 緩衝液 〔6× SS C,
De nhardt 液t
6､
(0.1% ポリ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン , 0.1% ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン , 0.1タ石フ ィ コ ー ル 400), 10% 硫酸 デ キ ス ト ラ ン ,
0.1% S D S, お よ び 0.1mg/mlサ ケ精 子 D N A〕 中, 43 ℃の 恒温
水槽に お い て 1 時間の プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た .
そ の 後, 0.05% (ヽソⅤ)32p 標識プ ロ ー ブを 加 え , 43 ℃に お い て
16時間の ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行な っ た . フ ィ ル タ ー は 2
×S S C お よ び0.1%S D S を含む 溶液中で45 ℃, 15分の 洗浄を 2
回行な い , 引き続き0.1× S SCお よ び0.1% S D Sを含む 溶液中
で45 ℃, 1 時 間の 洗浄 を行 な っ た . 洗 浄 後 X 線 フ ィ ル ム
(Kodak, ＼e w York, U S A) を用い て室温 下1 2～ 18時間 の 感光を
行 な っ た オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー で 解析 を行な い , さ らに バ イ
オ イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー (富士 フ ィ ル ム , 東京)に よ り放射活性
の 測定を行な っ た ,
Ⅸ . 抗腫瘍効果の評価と判定法
転移巣治療実験に おけ る 効果判定は非治療群 の P C R産物 を
100%と した場合の P C R産物減少率 を比較す る こ とiこ よ っ て
行な っ た . 治療効果 (腫瘍増穂抑制率 , %) は次式に よ り求め
た .
治療効果 (%) = (1-T/C)xlOO
ただ し T は治療群の 放射活性, C は非治療群の 放射病性と し
た . 得 られ た結果 は St udent の t 検定 に よ り統計学的処 理 を行
な い , 危険率が 5%以 下で ある 場合を有意と した .
X . 試験管内抗が ん 剤感受性試験
試験管内抗が ん剤感受性試験に は , Car micha el ら仰 の 方法に
従い , 生細胞内の 脱水素酵素の 還元能を指標 とす るジ メ チ ル チ
ア ゾ ー ル ジ フ ェ ニ ー ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド[3-(4,5欄dト
m ethylthia zoト2-yL)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, M T T] 法
を用い た . 即 ち , 各細胞株 に お い て 18恥1 の 培養液中に 細胞が
2 ×10
3 個に な るよ うに 細胞浮遊液を作製 し, こ れ を9 6穴平底
マ イ ク ロ ウ ニ ル プ レ ー ト (Nu n c, Ro skilde, De n m ark)に 1 ウニ
ル 当た り 1 8恥1分注 した . 同時に 各種抗が ん 剤を 20〟1加 え ,
C O2濃度 5% , ,37 ℃の条件下 で 急月 間培養 した 盲 な お C P M ほ
試験管内で は不 活性であるた め , 活性型り 4- ハ イ ド ロ ペ ロ キ シ
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サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ マ イ ド (hydropero xycyclophospha mide,
40 汁 CP M) (塩野義製薬) を用 い た . P BS に溶解 した 2m g/ml
濃度 の M T T試薬(Sigm a) を 1 ウェ ル 当た り 25pl加 え , さ ら
に 4時 間培養 した . 培養後培地を 吸引 し , ジメ チ ル ス ル フ ォ キ
シ ド(dim ethyls ulfo xide, D M S O) (Sigm a)200plを 加 え , 生成
した M T Tホ ル マ ザ ン 結晶を溶解 した . マ イ ク ロ プ レ ー ト ミ キ
サ ー M P M-1(岩城硝子, 東京)に て 均等に 拡散 させ , 各 ウ ニ ル
の 540nm に おけ る吸光度 をイ ム ノ リ ー ダ ー (日本イ ン タ ー メ ッ
ド , 東京) を 用 い て 測定 した . 効果判定 (増殖抑制率) ほ , 対照
群 の 吸光度を1 00% と し , 薬剤投与群の 吸 光度を 比較す る こ と
に よ り求め た . 増殖抑制率の 算出方法を次式に示 す .
増殖抑制率(%) = (1 - T/C) ×100
た だ し T は薬剤投与群の 吸 光度 ▲ C は対照群の 吸光度 と し
た .
刃 ･ 鶏卵胎児肝 および肺の転移巣 より分離 した 腫瘍細胞に対
す る試験管内航が ん 剤感受性試験
揮卵1 0日 日 の 受 精鶏卵 の 凍尿膜 の 血 管内 に 腫瘍 細胞 を
1 ×1 06個移植 し, 拒卵1 用 目の 胎児 よ り肝及び肺を摘出 した .
各臓器を鋏 で締切 し∴組織培養液 で 5 回洗浄軋 単層培養糸 で
H T-1 0 80 M NNG 什のS U20 S OS T
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Fig･ 2･ Dete ction of e xperim e nta= iv er m eta sta sis following
intra v e n o u sin o c ulatio n of hu m a nbo n e a nd s oft tiss u e
tu m or c ell lin e s, H T-1 080, M NNG/H O S, U-2 0 S, O S T,
SK-ES-1, K H O S-31 2Ha nd M G-63. Ce1s w e reinje cted into
the C A Mv ein,: Em bryos w e re re c eiv ed ea ch c ell lin e at
the in oculum siz e of lxl O6c eLIs a nd in c ubatedfo r7 days.
T he ntheir liv er s w e rediss e cted o ut a nd w eighed, and the
D N Aw a s e xtra cted･ D N Asa mples w er e a mplified b)′ 26
CyCles of P C Rand hybridiz ed to the pr obe Huβ-2 a s
de s cribed in
"
M ate riaEs a nd Methods .
1'
D N A fr orn chick
e mbryoshaving rn etastatic tum or c e11s pr odu c ed a single
ba nd of the e xpe cted siz e(576 bp)forthe hu m a nβqglobin
ge n e. Res ults of e a ch la n eindica.te the individu aldiffere-
n c e s of u s ed embryo s, r e Spe Ctiv ely.
転移 して い る腫 瘍細胞 を増殖 させ た ･ そ の 軋 腫瘍細胞の 抗が




個の M N N G/H OS 細胞を将卵1 0 日目 の 受精鶏卵の凍
尿膜上 の 血 管内に 移植 し , 移植 3 日 目に 抗が ん剤 を投与 した.
移植 7 日乱 胎児 を解体 し肝を摘出 した ∫ 胎児肝 ほ10%で ホ ル
マ リ ン 液中 で浸漬固定後 へ マ ト キ シ リ ン ･ エ オ ジ ン (he m at｡_
Ⅹylin a nd e o sin e･ H ･ E･) 染色を行 い , 転移巣形成 の 有無を抗が
ん 剤非投与 の 胎児肝 と比較検討 した ･ ま た MN NG/= O S細胞
移植後経時的 に 胎児肝を摘出 し , H ･ E･ 染色標本 を作成 し肝転
移形成過程を組織学的に 観察 した .
成 績
Ⅰ ･ 受精鶏卵胎児におけ る と 卜骨軟膏β悪性腫瘍細胞の転移能
ヒ ト線 維肉腫細胞 H T-1 080 と 6種 の 骨肉腫細胞 M N N G/
HO S, K H O S-31 2H, U-2 0 S, OST, M G-63 お よび SK-E S-1の
鶏卵胎児臓器に お ける転移能 を検討 した . 将卵1 0日 目 の 受精鶏
卵寮尿膜 上 の 血 管内に各腫瘍細胞(1×1 06個) を移植 した . 移植
後 7日 目 に 鶏卵胎児よ り摘出 した 肺お よ び肝 の D N A試料に つ
い て プ ラ イ マ ー , Huβ-1 お よ び Huβ-8 を用 い てP CR に よ る ヒ
トβ- グ ロ ビ ン 遺伝子配列576塩基対の 増幅 を行 っ た . サ ザ ン プ
ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法に よ り増幅 D N A断片を解析
した結乳 H Tl O80, M N N G/H O Sお よ び S K-E S-1 を移植した
S K- E S-1 M N N G/HO S H T-10 8 0
S K- E S-1 M N N G/HO S H T-1 0 80
Fig･ 3･ Dete ctio n of e xperim e ntal liv er a nd lu ng m eta stasis
follo wingintr a v e n o u sin oc ulatio n of S K-E S-1, M N N G/H O S
a nd H T-1 080c ells, Embryo s re c eiv d o n e of S K,E S-1,
MN N G/H O S, a nd H T,1080c e11s(1 06c ells), Fo ur e mbryo s
fr o m e a ch gr o up w er ekilled at7 days after c ell in oculatト
O n. Em bryo liv ers a nd lu ngs w er ediss e c ted o ut a nd
W eighed, a nd the D N Aw a s e xtr a cted. 1 〟g Of D NA w a s
tested by P C Ra nd So uthe r nblot a n alysis a sde sc ribed in
"
Matc rials a nd Methods.
"
D N A fr o m e a ch e mbryo s
r ec eived tu m or c ell in o c ulatio n pr odu c ed the P C R
fr agm e nts(576 bp).
Table2･ Co mpa riso n of m eta static abihty of hu m a ntu m o r cell line sin chick e mbryo nic o rga n s
Tum or cens
Tiss u e w eight(m ea n土S D, m g)
Liv e r Lu ng
Radio a ctivity
J} ((A Ub)土S D)/1 mg oftiss u e)
Liv er Lu ng
Ratio of radio a ctivity
(1iv er/1u ng)
H T-1 080 457･0 士7･3 153･9土39･3 192 9･9 士272.1 591.9士260.9 3.26
M N N G/H O S 495･1 士104.2 148.0 士9.8 1975. 士246.2 204.0 土124. 9.68
S K- ES-1 38 1･9 士 弧 4 129-7 土34･7 632.0 士彪6.4 576.7 士272.5 1.10
a)Radio actiYity of32P･labelled pr obe hybridiz ed with P C Rpr odu cts.
b)Arbitr卿y u nit.
ヒ ト骨軟部悪性腫瘍の 転移巣に 対する抗癌剤感受性試験
鶏卵胎児肝 の D N Aに おい て 転移細胞 の 存在を 示す576塩基対
の増幅 D N A断片が検出 され た . ま た O S T. M G-63を 移植 し
た胎児肝 DN Aに お い ても ヒ ト β-グ ロ ビ ン 遺伝子配列が検出さ
れ た が , P C R産物 量 は H T-1080, M N NG/H O S お よ び
S K-ES-1 に 比 較 し少 な い も の で あ っ た . 一 方 , U-20 S,
K HO S-312 H を移植 した鶏卵胎児肝 D N A で は P C R産物は ま っ
た く検出 されなか っ た (囲2). 各臓器 の D N A より検出 された
P C R産物量を相補結合 した プ ロ ー ブ D N Aの 放射活性 で 比較
した場合 , H T-1080 お よび M N N G/H O Sを移植 した胎児肝 の
DN Aに お い て は 単位組織重量当り の 平均放射活性 が肺 D ドA
に 比 較し大幅に 上 まわ っ て い た . こ れ に 対 し て S K-E S-1 で は
肝およ び肺 D N Aよ■り検出され た 単位覿織重量当りの P C R産
物量は ほ ぼ同程度の 値を 示 した (表 2 , 図 3). 即 ち単位魁織重
量当り の 転移巣 は 肺 に 比 べ 肝 の 方 が H T-1 080で 約 3 培 ,
M N N G/H O S では約10倍多く , こ れ らの 腫瘍細胞は鶏卵胎児 に
お い て肝転移形成能 が高 い こ と が 明 らか に な っ た . 一 方 ,
S K-E S-1 は肝 と 肺 に お け る 転移巣 形成 は ほ ぼ 同 程 度 で
H T-1 080 や M N N G/H O Sに 比べ 肺 へ の 転移指向性 が高 い こ と
が示醸 され た . また 腫瘍移植 7 日後の 鶏卵胎児肝お よ び肺 に お
ける転移巣の 組織学的検索の 結果 , こ れ ら3株 の 腫瘍細胞 に 転
移細胞が多数観察 さ れ P C R法に よ る検出結果 と 一 致 して い
た .
Ⅱ . ヒ ト骨軟部悪性腫瘍の転移巣 に対する杭が ん 剤感受性試
験･
受精鶏卵法 に よ る 転移実験 で高い 転移能 を示 した H T-1080,
M N N G/H O S お よ び S KrE S-1 の 転移巣 に 対する抗が ん 剤感受
性試験を施行 した . 抗が ん剤ほ 腫瘍細胞移植後 3 日 目に 受精鶏
卵凍尿段上 の 血 管内よ り投与 し , 抗が ん 剤投与後4 日 目即 ち腫
瘍移植後7 日 日に 肺お よ び肝を 摘出 した . 各臓器の D N A試料
に 対して P C Rを行 い , サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ
ン 法に よ り増幅 D N A断片を解析 した . H T-1080細胞 を移植 し
た胎児に 抗 が ん 剤 A D M(40pg/ 卵), C P M(500pg/卵), VL B
(1購/卵) およ び M M C(2恥g/卵) を投与 した結果 , 抗が ん剤を
投与した胎児肝の D N Aに お い て は , 抗 が ん剤非投与の 胎児肝
D N Aに 比較し検出 され た P C R産物量ほ 明 らか に 減少 し て い
た. 抗が ん 剤投与群 に おける転移抑制率は各 々 A D M:89.5%,
C P M:76.3% , V L B:86.6% , M M C:8 3.4%で あ っ た . 一 方 ,
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C D D P(10, 5FLg/卵) お よ び C P M(250pg/卵) の 投 与 ほ
H T-10 別の 肝転移巣に 対する治療効果を示 さず , それ らの 転移
巣抑制率は各々 - 0.2%, 5.3%お よ び4.6% に と ど ま っ た (表
3 . 図4)t M N N G/H O S細胞の 肝転移巣は M M C(20FLg/卵)お
よび A D M(4恥g/卵) に 対 して高 い 感受性 を示 した (転移抑制
率 : M M C, 8 5･0% : A D M, 72. 9%). しか し , C P M(10pg/
卵), V P-1 6(40〟g/卵) およ びVL B(1FLg/卵) で は治療効果が見
られ なか っ た (蓑4 , 図5). SK-E S-1細胞の 肝転移巣は各抗が
ん 割に 対 して 比較的高い 感受性を 示 した (表5 , 図 6). さ ら
に , い ずれ の 踵瘍細胞 に お い て も肺転移巣に 対する治療効果 と
Contr 0l
VL 8 V L8 ÅDM A DM
l O.5 8 0 40
C D D P CPM C P M
5 500 2 5 0
E農(摘′ 咽 )
琵濫(廊 e｡ g)
Fig.4. Effe ct of a ntitu m ordr ugs on liver rn eta sta sis of
H T-1 080c e11s in chick e mbryo. H T-1080c ells (106c ells)
W ereinjected into the C A Mv ein of l O-day chick e mbryo.
Antitu m ordr ugs w er eintra ve n o u sly inje cted 3 days after
tu m or c ell in o eulatio n･ Eight gro ups of e mbryo sinje cted
tu m or c ells r e c eiv ed ea ch drug at the indicated do s e.
T hr e e orfo ur e mbryo sfr o m e ach group w er ekilled at 7
days after c e11 in o c ulatio n. Em bryo liv ers w er ediss ected
O ut a nd w eighed, and the D N Aw a s e xtr a ct ed. 1 FLg Of
D N Aw aste sted by P CR and So u ther nblot a n alysis as
des cribed in
'L





Of D N A fro m chick e mbryo niclive r as n ega tiv e c o n tro= or
P C R･ P C Rpr odu ct s of pr edic ted siz e (576 bp) w er e
ge n er ated u sing spe cific prim er sfor the hu m a nβ-globin
ge n e･
Table3A Effe ct of a ntitu m ordr ugs o nliv er m eta stata sis of H T-1 080c eus in e mbryonic
chick
Drug Do s e(FEg/egg) Radio a ctivity(A U-) 土S D) I Rb}(%)
A D M












































M M C 20 1朗.6 士75.4
Co ntrol llll.6 士道9.8
83.4
d)
a)Arbitr ary u nit.
b)Inhibitio n r atio = (1 , (A Uoftr eated gro up)/(A Uofc o ntTOlgr o up)) ×1 00
C)P < 0. 01 d)P < 0. 1 e)P < 0. 5
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肝転移巣の 治療効果は ほぼ 一 致し て い た .
Ⅲ . M N N G/H 体 細胞を移植 した 鶏卵胎児肝 の坑が ん 剤投
与後の組織学的所見
M N N G/H O S細胞移植 3 日後に 抗 が ん 剤 を投与 し た 胎児肝
の ホ ル マ リ ン 固定標本の H. E . 染色像を 図7 に 示 した . 腫瘍移
v L 8 V しB M MC M M C Dr ug
Co ntro1 1 0.5 CQntr O1 40 20
Do se
__L_._一｣ -.二 ■二÷･.･･....･ナ こ 二････∴
⊥
√｣~｢｣1｣ テ i･-･･.･■ ･-･･･-≒
V しB V LB M M C M MC Dr u9
C onlr ot l O.5 Co ntro1 40 2 0 Do s e
l..■...ニ･三一∴ ∴.･7･チ.ー･∴=･二■=･■■･■三･･■■~･｢ ÷ j･-･∴■⊥~･享 ご_･∴
二~= ㌻
Fig･5･ Effect of a ntitu m ordrugs onliv er a nd lu ng m etas
-
tasis of MN N G/H O Sc ells in chick e mbryo･ M N N G/H O S
cells(10
6
c e11s) w er einje ctedinto the C A Mv ein ofl O-day
chick e mbryo. Eachdr ug of M M Ca nd V L Bw a sinjected
at the indic ated do se 3 days aftertu m or c e1 in o c ulatio n･
T hre e e mbryo sfro m e a ch gr o up w er ekilled at 7 days
after cell in o culatio n. Embryo liv ers a nd lu ngs w er e
dis s ected o ut and w eighed, and the D N Aw as extr a cted･
1〟g Of D N Aw as tested by P C Ra nd So uthe
r n blot




植後 7日 目 の 抗が ん剤非投与の 鶏卵胎児肝 お よ び VL B(1鵬/
卵) 投与群の 胎児肝 でほ 多数の M N N G/H O S細胞が転移巣を形
成 して い る こ とが 認め られた . 一 九 M
ノ
M C(40鵬/卵)を投与し
た胎児肝に お い て も少数 の 転移細胞が観察 され た が , 抗がん剤
非投与 の 胎児肝 に 比較 し転移細胞は明 らか に減少 して い た . こ
れ らの 結果は P C Rに よ る検出法の 結果 と 一 致 して い た .
Ⅳ . M N N G/H O S司乳脂を移植 した鶏卵胎児肝 の経時的な租
織学的所見
M ドY G/H OS 細胞を鶏卵凍尿膜上 の 血 管内に 1 ×10
6
個移植
した 後, 経時的 に 摘出 した 胎児肝 の H. E . 染色標本 を作製し,
肝転移形成過程を組織学的に 観察 した . そ の 結果 , 血管内に 移
植 した 腫瘍細胞 は 2時間後お よ び 8時間後で は 徴小血管内に 存
在 して い た が , 12時 間後 に は 腫瘍細胞 は血 管内皮細胞内に 侵入
して い た . さ らに , 22時間お よ び51時間後で は 分裂増殖が認め
られ , 7日 後で は転移巣 を多数形成 して い た ( 囲8).
V . 転移初期 に お け る杭が ん 剤投与の効果
血管内に 移植 し
-
7= M N N G/H O S細胞ほ移植後 2 ～ 8時間に
お い て は微小血管内に 存在す る こ と , ま た 脈管外 に 浸出した腫
瘍細胞 は移植22時間以内よ り分裂増殖す る こ と が本研究 で明 ら
か と な っ た . そ こ で , 転移巣の 形成阻止を意図 した 抗が ん剤に
よ る早期治療 モ デ ル と して の 本法の 有用 性を 検討する た め , 転
移初期段階 に 投与 した 抗が ん 剤の 転移抑制効果に つ い て 試験し
た . 貯卵10日 目 の 受精鶏卵凍尿膜上 の 血 管内に 腫瘍細胞 を移植
した 後 , 2時間 , 24時間お よび72時間に M M Cま た は V L Bを
投与 L , 腫瘍移植後 7 日 目の 胎 児肝 に お け る 転移腫瘍細胞を
P C R を用い た検出法 に よ り解析 した . な お 薬剤 は 臨床投与量
Table4. Effe ct of antitu m ordrugs o nliv e r a nd lu ng m etasta sis of M N N G/H O Sc els in
e mbryo nic chick
Dr ug
Do se
レg/egg) Radio a ctivity


















































16.8 鎚 .5士18.7 49.3
d)
135.2 士34.
40 729.1土173. 1 8.9 647. 0 士215.7 24.7
20 91.9 士156. 0
- 1 3.9 927.6 士143.5 - 8.0





¢) 49.7±8. 9 78.3
8 5.0亡) 84.9 士39.3 63.0
229.3 士134.5
1 991. 9 士252.0
0.5 1489. 3 士255.1
1388. 7 士378.7
28.6 188.5 士87.9 21.4
- 7.2 259.0士121.6 - 8.0
239.9 士82.5
a)Arbitra ry u nit.
b)Inhibition ratio = (l - (AU oftr e ated gr o up)/(A Uof c o ntrol gr o up) ×100
c)P <0.001 d)P<0.01 e)P < 0. 5
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を基に 鶏卵胎児 の 平均体重 か ら算出 し た 有効量を投与 した ･
MN N G/H O S細胞 の 移植 2時間後 に M M C(8pg/卵)を投与 し
た鶏卵胎児に お い て は薬剤非投与 の 胎児 に 比較 し顕著に 肝転移
隆瘍細胞 の 減少が見られ , そ の 転移抑制率 は91･9%であ っ た ･
また , 移植後24時間の M M C(10鵬/卵)の 投与で は83･2‰ 72
時間後の MM C(20〃g/卵) の 投与で は51･8% の 抑 制率 を 示 し
た .
一 九 V L B投与群の 転移抑制率は移植後 2時間 の 投与で
- 2.2% , 72時間後 の 投与で は10.4%で あ り , 抑制 効果 は見 ら
M MC M M C V L 8
Co ntro1 20 4 0 1
Dr ug
即靡頗 嘲頗廟
Fig.6. Effe ct of antitu m ordr ugs o nliv er a.nd lu ng m etas
-
tasis of S K-E S-1 c e11s in chick e mbryo. S K-E S-1 c elIs
(106c ells) w er einje cted into the C A Mv ein of l O-day chick
e mbryo. Ea ch dr ug of M M Ca nd V L Bw asinje cted at
the indic ated do s e3 days afte r tu m or c ell in oc ulatio n.
Fo u r e mbryo sfr o m e a ch gr o up w er ekilled at7 days after
C e11 in oc ulatio n. Ernbryo livers and lungs w erediss e cted
Out a nd w eighed, a nd the D N Aw as e xtr a cted. 1 p g of
D N Aw astested by P C Ra nd So uther nblot a n alysis as
de sc ribed in
"
Materials a nd Methods.
"
れな か っ た (衰6 , 図 9). さら に , HT-1080細胞の 転移巣に 対
して 高い 治療効果 を示 す V L Bと A D Mを 投与 した結果でも,
同様に 腫瘍移植後 , より早期に 投与 した 方が高 い 転移巣抑制率
が得 られ た (表7).
Ⅵ . 鶏卵胎児肝および肺 の転移巣より分離 した腫瘍細腰に対
する試験管内杭がん剤感受性試験
鶏卵胎児肝 お よび肺の 転移巣よ り分離 した M N N G/H O S細
胞の 抗が ん 剤に 対する試験管内の 感受性を M T T法を 用 い て 調
べ た . 転移巣治療実験 に 用 い た 6種 の 抗が ん剤 を用い , 抗が ん
剤 の 各細胞に 対す る増殖抑制率を算出 した 結果 , 継代細胞 の
IC5｡(pg/ml) は C D D P: 0.48, A D M: 0.09, C P M: 1･1 ,
V P-16:1.7, M M C:0.1 8 お よび V L B:0.002で あ っ た . 一 方 ,
肝 転移細胞 の 各抗が ん剤 に 対す る IC5｡(〟g/ml) は , C D D P:
0.32, A D M: 0.048, C P M:0.75, V P-16:0.56, M M C:0.12 お
よ び V L B: 0.002 であ り, 肺転移細胞 の 各抗 が ん 剤に 対す る
IC5｡(pg/ml) は C D D P: 0.52, A D M: 0.048, C P M: 0･64,
V P-1 6: 0.70, M MC:0.23 お よ び V L B:0.002で あ っ た . 継代
細胞と肝 , 肺転移細胞の IC5｡値 は ほぼ 同程度の 値を示 し , 感受
性 に 違い が 見られ なか っ た .
考 察
従来 , ヒ トが ん の 転移実験は主 に 秩化細胞を 用 い た 試験管内
の 実験であり , 転移過程 の 各段階 を人工的に 再現す る こ と に よ
り行わ れ て きた . ヒ トが んに 対す る異種移植 の 宿主動物と して
Po vIs e nら
18) が 初めて ヒ ト腫瘍組織の 移植 に成功 して 以来, 先
天的に胸腺を欠失 した ヌ ー ド マ ウ ス が使 用 され て きた . しか
し , ヌ
ー ド マ ウ ス 法ほ ヒ ト腫瘍の 生者率が低い こ とに 加え , ヒ
ト腫瘍の 自然転移率も極め て 低い と され て きた
I gト 2Ⅰ)
. 1980年代
の 後半 , Ewing
22} の
"
解 剖学的非無作 為転移 (a n ato mic al-
Table5. Effect of a ntitu m or dr ugs o nliv er a nd lu ng m etasta sis of S K
- ES-1 in e mbryo nic
chick
Liv er Lu ng
Dr ug (pg/egg) 聖霊a予想モy IRb)(%) 竺禦悪霊ty I R(%)
(A Ul) 士S D)
▲ ▲ ､ ､′ U J (A U 士S D)
Do s e
A D M 40 8.1 士2.0 94.7
一) 19.2 土10.8
Co ntrol 154.2 士90.4 514.8 土224.0
粥 .3
d)

























































V L B l 120.8 士67.4
M M C 40 7.8 士2.6
20 10.4士7.7







a)Arbitr ary u nit.
b)Inhibitio n r atio = (1 - (A Uoftre ated gr o up)/(A Uof c o ntr olgro up) ×100
c)P <0.001 d)P<0.01 e)P < 0. 5
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m e chanic al)
"
仮設 お よ び Paget23)の
"
土壌(s e ed a nd s oil)" 仮
設を踏襲 した " 正常 部位 (orthotopic)
"
移植法を取 り入 れ た 移植
経路を種 々 検討する こ と に よ り, が ん に よ っ て は 高率 に 転移す
る こ とが 明 らか に され , ヌ ー ド マ ウ ス 法が 再認識 され つ つ ある
が 紬 →制 , 未だ 確立 され た 実験系と は 言え な い . 特に 骨軟部悪性
腫瘍 に お い て は , HI-1080細胞2g)や R D細胞諷)を用 い た 転移実験
が報告 され て い る に 過 ぎない .
一 方 , 受精鶏卵 ほ Mu rphy
31
が 鶏卵簸尿膜上 に 移植 した 腫瘍
組織が生者 し増殖す る こ とを報告 したの を 始め と して , 実験動
物腫瘍お よ び ヒ ト腫瘍 の 移植の た 捌 こ使用 され てき た32 卜 抑. し
か し , 受精鶏卵 を用 い た 腫瘍移植実験は増殖や転移な ど腫瘍の
生物学的特性 に つ い て 研究 した もの が 多くt ヒ ト腫瘍 の 治療実
Fig･ 7･ Histologicals e ctio n s of e mbryo nic chick liv er7 days
a!terin o c ulatio n of M N
■
G/H O Sc e11s. In chick e nbryo nic
liv er s u ntr e ated(A)a nd treated(B)with V L B(1FLg/egg),
large m etastatic foci were for m ed
･ 7 days aft･er C ell
inoc ulatio n. On the otberha nd, S m allm eta static fo ci w er e
forrn ed in e mbryo s tre ated with M M C(40p g/egg) (C).
Arr o w sindic ate m eta static c ells. H. E. stain . ×50.
験 に 関す る報告 は少 なか っ だ
丁 冊
･ 佐 々 木 らほ 受精鶏卵 を動物
腫瘍ある い は ヒ ト腫瘍 に 対す る宿主動物 と して用 い , 移植腫瘍
に 対する抗が ん 剤感受性試験 , 転移巣治療実験 お よび 腫瘍の 悪
性度判定試験 が 可能 で ある こ と を 系統的 な研究 に よ り証 明L
た …
3}
･ しか し , 受精鶏卵 を転移実験 に 用い る場合, 実験可 能
期間が 7 日間と短 い ため 形成 され る転移巣 は軽く徴小で , 転移
巣の 検出は病理覿織学的検索 に よ っ て も困難で あり , 定量性に
問題があ っ た ･ こ の 間題を 解決する た め 同グ ル ー プは , と り -
グ ロ ビ ン 遺伝 子576塩基対に 対する特異的な プ ラ イ マ ー を 用い
た P C R法相 に よ り , 鶏卵胎児臓器 中の ヒ ト腫瘍転移細胞を定
量的に 検出できる こ とを 報告 した ‖) 抽 . 本研 究で は 骨軟部悪性
腫瘍の 転移実験系 な らび に 転移巣治療実験系の 確立 を 目指し ,
こ の 方法に従 い , 受精鶏卵を用い た ヒ ト骨軟部悪性腫瘍細胞の
転移実験 お よび 微小転移巣に 対す る抗 がん 剤感受性試験 を行っ
た .
本転移実験研究 で 用 い た ヒ ト腫瘍細胞株ほ , 線維肉腫細胞株
H T-1080と 骨肉腫細胞株 で あ る M N N G/H O S, S K-E S-1,
U-2 0 S, K H O S 312 H, O S Tお よび M G-63 の 7種類で ある. 受
精鶏卵糞尿膜上 の 血 管内に 各腫瘍細胞 を移植 し, 鶏卵胎児よ り
摘出 した 肝 に お け る 転移能 を 検 討 し た 結果 , H T-10町
M N N G/H O S お よび S K-E S-1 を移植 した鶏卵胎児肝 の D N A
に 転移細胞 の 存在を 示す P C R法に よ る増幅 D N A断片が検出
され た . さ らに , 腫瘍移植7 日後 の 鶏卵胎児肝お よ び肺に おけ
る転移細胞 の 組織学的検索の 結果 , H T-1080, M N N G/H OSお
よ び S K-E S･1 の 転移細胞 が多数観察 され , P C R法に よ る検出
結果と 一 致 して い た . 以上 の 結果は HT-1080, M N N G/H O S お
よ び S K-E S-1 が受精鶏卵 に お い て 高 い 転移能 を 示 し , ま た
P C R法を 用い る こ と に よ っ て鶏卵胎児に お け る ヒ ト 腫瘍転移
細胞 を定量的 , か つ 特異的に 検出 で き る こ と を示 して い る .
マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ ー ゼ (m atrix m etallopr ot ei-
n as e, M M P) フ ァ ミ リ ー の 発現 と転移能は強く相関す る こ とが
示 吸 さ れ て お り46 卜 48), H T-1 080, M N N G/H O Sお よ び S K-
E S-1 に は い ずれ も M M P-2(72k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ/Ⅳ 塑 コ ラ ゲ
ナ ー ゼ)と MM P-9(92k Da ゼ ラ チ ナ ー ゼ/Ⅳ型 コ ラ ゲナ ー ゼ)が
発現 して い る こ と が 報告 され て い る49〉. 本研究で , こ の 3 種の
細胞 が特に 高い 転移能 を 示 した こ と は , M M Ps 発現 が 受精鶏
卵 に おけ る転移に 重要 な役割 を果た して い る こ と を示 疾し て い
る . また , 各臓器 の D N A よ り検出 され た P C R産物量を単位
観織重畳当 り の 平均放射活性 で比較 し た 結果 , H T-1080 と
M N N G/H O Sを 移植 した場合 , 肺 よ り肝 の ほ うが 約 3 ～ 10倍転
移細胞が多い こ と が 明 ら か に な っ た . 一 方 , S K-E S-1 で は , 肝
転移 と肺転移は ほ ぼ 同程度 で あ っ た . 塵瘍細胞を移植する形卵
10 日 目の 鶏卵胎児の 肺覿織は未成熟で あり , 循環系の 発達 は肝
に 比 べ 乏 しい . 従 っ て , 血 管内移植 した腫瘍細胞は肺よ りも肝
に 多 く転移す る傾向 が あ る . 今 回 の 実 験 で も H T-1080 や
M N N G/H O Sの 肝 転移 が肺転移 よ り 多く認 め ら れ た が ,
S K-E S-1 は肺 へ 転移指向性が他の 腫瘍細胞 に 比 べ 高 い こ と が
示 酸 され た . こ の こ とは 転移様式を決定す る要因 の 一 つ と して
Paget
23)が 捷喝 した 土嚢仮設を実証するもの と考 え る . また 受
精鶏卵法ほ他 の 実験動物 と同様に転移に 係わ る生物現象を再現
L得 る生体内(in viv o) の 実験系と して十分な有用 性を備 え て
い る こ と を示 して い る .
転移巣に対す る抗が ん 剤感受性試験 と L て移植後 3 日目に 抗
がん 剤を血 管内に 投与 した 場合, H T-1 080, MNN G/HO S お よ
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び S K-E S-1 の 転移巣は抗が ん剤に よ り異 な る 感受性 を 示 した
が , 肝転移巣と肺転移巣 に 対する抗が ん剤 の 治療効果は
い ずれ
の腫瘍細胞 に おい て もほ ぼ
一 致 して い た ･ ま た鶏卵胎児肝 お よ
び肺の 転移巣 よ り分離 した腫瘍細胞に 対する M T Tを用 い た抗
がん剤感受性試験でも , 継代細胞と肝転移巣と肺転移巣に おけ
る抗が ん剤の 感受性 に 違い は認め られ な か っ た ･ 従 っ て
こ れ ら
の細胞の 転移巣に おけ る薬剤感受性は ∫ 個 々 の 細胞 の 抗が ん 剤
に 対する反応性を反映 した もの で あり 一 転移過掛 こお い て薬剤
感受性の 異な る細胞 が選択 され て い な い こ と を示 して い る ･ 即
ち , 培養細胞に お い て は薬剤感受性や 転移能 を含め た 細胞母集
団の 多様性が低い た め に , 原発巣(培養細胞)と転移巣で ほ 同様
の 抗がん 剤感受性を 示 すもの と考え る ･ 臨床的に ほ腫瘍が同
一
組織軋 同 一 個体の もの で も, 原発巣 と再発巣ある い は 転移巣
の違い に よ っ て , 抗が ん 剤の 感受性が異な る こ と は多 くの 報告
に よ っ て明 らか で ある
50)51)
. 従 っ て , 培養細胞に 比べ よ り多様性
の 高い 臨床腫瘍 を転移実験に 用 い て転移巣 に おける 治療効果を
調べ た場合 , 原発巣と転移巣で異な る感受性 を示 す こ と が十分
考え られ る . 受精鶏卵法 は臨床腫瘍 の 生者率が 高い こ と か ら
も, 転移能 の 推測の み な らず , 転移腫瘍 の 薬剤感受性を予測す
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る実験系と して 有用 で ある と考え る .
腫瘍細胞を移植し た鶏卵胎児肝 の 敵織学的所見を経時的に 検
討 した 結果 , 腫瘍細胞は移植 2時臥 8時間後で は微小血管内
に 存在するが , 1 2時間後で は血 管内皮細胞内に 侵入 し, さ らに
22時間お よ び51時間後 に は 分裂増殖を開始 して い る こ とが 明 ら
か に な っ た . この 所見は , 受精鶏卵旅尿膜 の 血 管内に 移植 した
腫瘍細胞 は移植後 2時間で は微小血管内に 存在す るが移植後 8
時間以内 に ほ と ん ど の 細 胞 は 血 管 外 に 浸 出す る と い う
C hambers ら
52､
が ビデ オ マ イ ク ロ ス コ ー プ を用 い て 行な っ た 実
験結果と 一 致 した .
上 述の 試験結果を基に , 転移の 初期段 階に 抗が ん剤を 投与 し
た場合の 転移抑制効果に つ い て 検討 を行 っ た . M N N G/H OS 細
胞 の 転移巣に 対 して M M Cある い は V L B を腫瘍移植 2時間
後 , 1 日 または 3 日後に 投与 した結果 , 転移抑制率は M M C投
与群で は各 々91.9%, 83.2%お よび51.8%で あ り , V L B投与
群で は 2時間後の 投与で - 2.2%, 3 日後の 投与 で は10･4% で
あ っ た . こ れ らの 結果は ! 移植後早期に 有効な薬剤を投与す る
こ と が 腫瘍細胞の 転移抑制 に 最も効果的 で ある こ と を 示 して い
る .
Fig･ 8･ Histological se ctio n s of e mbryo nic chick liv er afte ri･ V l in?C ulatio n of M N N G/H
OS c e11s･ At2 hrs(A) a nd 8 hr s(B),
tum or c ells existedin s m a11v es s els. At 12 hrs(C), tu m Or C ells lnV adedinto the e ndothelialc ells. At 22 hr s(D)a nd 51 hrs
(E),･tu m o r ℃e11stsho w ed, miもO Sis･a.ndI pr Olifer atio n. ･ Tu m or c el･s form ed､･ m etaStati▼C fo cio nday7(F)･ Arr o w sihTdic ate m etastatic
C e11s. H. E. stain, × 50,
400 高 木
Fig･ 9･ Effe ct of a ntitu m o rdr ugs o nliv er m etastasis of
MNN G/H OS c eus in chick e mbryo. M N N G/H O Sc e11s
(106c ells) w er einjected into the CA M vein of lO-day chick
e mbryo･ Injection of M M Cand V L Bw er eperform ed
either2 hur s, day l orday 3 aftertu m or c eu in o c ulatio n.
Embryosfro m e a ch gro up w er eki11ed at 7 days after cell
in o c ulatio n. Embryo liv ers w er edis s ected o ut a nd
W eighed, a nd the D N Aw a s e xtr acted. 1 p g of D NA w as
te sted by P C Ra nd So uther nblot a n alysis asdes cribed in
``
〟 αねrfαJ α乃d 凡才g≠んod∫ .
"
Table6. Co mpa ris o n of inhibitory effect of a ntitu m o rdrugs administe red at a different tim e o n
m eta sta siz ed M N N G/H O Sc ellsin e mbryo nic chick orga n s
Drug Tim e
可 Do se
(〃g/egg) Radio a ctivity
(A Ub)±S D)
Radioa ctivity




:Tr = 二てり IR(%)

























92.9 ±22. 9 74.9d)
370.1 士178.5









a)Dr ugs w er einje cted at the stated tim e afte rtu m or ceu ino c ulatio n.
b)Arbitr ary u nit.
c)Inhibitio n r atio = (ト(A Uoftre ated gr o up)/(A Uof c o ntrol gro up) ×100
d)P < 0. 01e)P < 0. 1
Table7. Co mpa riso n of inhibitory effe ct of a ntitu m o rdr ugs ad minister ed at a differe nt tim e o n
m eta stasiz ed H T-10 80c ellsin e mbryo nic chick o rga n s
Dr ug Tim e
















































11 9.1 士65.7 92.2d)
346.1 ±50.7 77.3d)












159.4 ±95.4 8 9.Od)
339.4 士76.8 7 6.6d)
147.6 ±106.9 8 9.8d)
1448.3 士350.9




18 1. 士117.4 77.2
d)
8 13. 0 土177.2
259.0 ±98.0 8 3.1●)
315. 土156. 7 9.5
d)
1536.7 ±377. 1
a)DrugS Vere in5e cted at the stated tim e aftertu m o rcel=nopuhtio n･
b) Arbitra ry tmit.
c)Inhibitio n r atio = il - (A Uoftr e ated gr o up)/(A Uof c o ntrol gr o up) ×100
d) P < 0. 01e)P < 0. 1
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受精鶏卵法 に P C R お よびサ ザ
ン プ ロ ッ ト法を 用 い た検出系
を適応させ る こ とに よ り ∫ ヒ ト骨軟部悪性腫瘍
の 転移実験お よ
び教小転移巣に 対す る抗が ん 剤感受性試験が 可 能で ある こ と を
明らか に した ･ 本研究 で は ヒ ト骨軟部悪性腫瘍の 細胞株を用
い
て 実験を行 っ た が , 今後 ･ 臨床腫瘍 を 用 い る転移実験系 に 本法
を適用 させ る こ と に よ り , 転移が ん の 治療 な らび に 転移抑制法
の 開発に 大きく貢献す る こ とが 期待さ れ る ･
結 論
受精鶏卵を用 い た 転移実験系 に よ り , ヒ ト 骨軟部悪性腫瘍細
胞の 転移能を検定 し , さ らに 高転移性細胞の 転移巣に 対する抗
がん剤感受性試験を行な っ た . 鶏卵胎児に おけ る転移細胞の 検
出法と して , 転移腫瘍砿 含 まれ る と † に 特異的なβ
- グ ロ ビ ン 遺
伝子配列を P C R法 に よ り増幅 した 後 , サ ザ ン プ
ロ
ッ ト法に て
増幅 D N A断片を検出お よ び解析 し, 以下の 結果を 得た ･
1 . 貯卵10 日目 の 鶏卵凍尿挨上 の 血 管内に 移植 した 骨軟部悪
性腫瘍培養株 7株 の う ち , H T
-1 080. M N N G/H O S お よ び
S K.ES-1 の 3株が 鶏卵胎児に お い て 高 い 転移能 を有 して い る
こと が 判 明 した . さ ら に , S KTE S-1 は H T-1080 や M N N G/
HO Sに 比べ 肝 よ り肺 へ の 転移指向性が高 い こ とが 示 酸され た ･
2 . 高転移性骨軟部腫瘍細胞の 転移巣に 対す る抗が ん剤の 感
受性を検討 した . 腫瘍細胞移植後 3 日 目に 抗癌剤を媒尿膜上 の
血管 内 に 投与 し た 結 果 , H T-1 080, M NNG/H O S お よ び
SK-E S-1･の 転移巣で は い ずれ も AD M と M M Cに 高い 感受性
を示した . また C D D P, C P M お よ び V L Bに 対す る転移巣の
感受性 は細胞株 に よ り 異 な E) , S K-E S-1 は C DP お よ び
C P Mに , H T
-1 080 は V L Bに 高感受性 を 示 した ･ しか し ,
M N N G/H O Sの 転移巣は C D D P, CPM , V L Bの 同投与量に お
い て 感受性を 示 さ な か っ た . ニ れ ら の 結果 は , M T T法を 用 い
た抗が ん剤感受性試験 の 結果と 一 致 して い た .
3 . M N N G/H O S細胞 を移植 した胎児肝 を経時的に 調べ た組
織学的所見 では , 腫瘍細胞 は 2時間お よ び 8時間後で は微小血
管内に 存在して い た が , 12時間後に は 血 管内皮細胞内に 侵入 し
てい た . さ ら に , 22時間お よ び51時間後で は 分裂増殖が認め ら
れ , 7 日後で は転移巣を多数形成 して い る こ と が確認 され た ･
4 . M N N G/H O S細胞移植2時間後 , 1 日 ま た は 3 日後に 抗
がん剤を投与 した結果 , M M C投与群 の 肝転移巣抑制率 は各 々
91.9%, 83.2%お よ び51.8%で あ っ た . 一 方 , V L B投与群の 肝
転移巣抑制率ほ移植 2時間後の 投与で - 2.2% , 3 日後 の 投与
で10.4%であ っ た . 腫瘍細胞移植後の 早期 に 有効な抗が ん剤を
投与する こ と に よ り , 転移 が抑制される こ と が示 され た .
5 . 受精鶏卵法 に P C R法お よ び サ ザ ン プ ロ ､ソ ト 法を応用 す
る こ とに よ り , ヒ ト骨軟部悪性腫瘍の 転移巣を高精度か つ 定量
的に 検出できた . 本法は ヒ ト骨軟部悪性腫瘍の 転移巣に 対する
抗が ん剤感受性試験 と して 十分な有用 性を 備え て お り , 転移,
浸潤機構の 解明 お よ び転移巣に 対す る治療法の 開発に 有用 な実
験系に な るもの と考 え る .
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Key w ords h um anbon e andsofttiss ue t um Or Ce11, m ta St aSis, POlymeraSe Chain reaction･ Che m osensiti vity test･ Chick
e mbryo
A bstr act
lmprov ed therapeutic e飴ctive n e ssforpatie nts withh um anbone ands oft tiss ue tl皿 Or C ells requlr eSthe developm en t of
m ore e蝕ctivetre atm e ntsfbr pn m ary tu m OrS and alsom etastasis･ In this study, the usefuhess ofchick e mbryo assay as a
Che m ose nsitivltyteStforpn m aryt un OrS and m etastasi of hum anbon e and softtissue t um Or C ells wasde m ons tr ated･ Seve n
kin ds of hum anbon e ands ofttiss uet um Or Cell lin es w ere ex aminedfortheir m etastatic ende nciesuslng embryonic chicks･
T he cells(1 ×10` c ells/egg) werein oculated intothe chorioa11ant oic m e mbrane(CA M)veinof lO-day-01dftrtilized eg gs･
T he e mbryonic chicks w ere sacri 丘ed 7days after 山 m o rc ellin oculation andD N Awas extr a cted 放o mthelungS andtheliv
-
er s･ The D NA(1FLg)w as ampli鮎d by thepolym erase chain re actio n(PC R)wi th the speCificprim ersforthe h um anβ
-
g10bin gene(576 bp) and the re actio npr oductsw er e anlysed by So uthem blotting･ Histopatho10gic al 血dings w erealso
ex amined･ Ma ny m etastatic ce11s of H T
･1080負brosarc o m a ce11s, M N NG胴 OSosteos ar C O m a Ce11s and SK-E S-l osteosarco-
m a ce11sin e mbryomic organ SW eredetected by uslng th is m ethod･ Antit um Ord ugS W erelqeCtedintotheC A Mveins3days
after t umOrinoculation. T hree m etastasized hu m an t um Or Cells show edhighsensitivitytoA D M(40FLg/egg) and M MC(20
FLg/eg g)but show ed difftren s e n sitivities toCD D P(10FLg/egg), CP M(250FLg/eg g)and V L B(1FLg座gg)･ SK -ES-1showed
highsensitivitytOV L B(1FLg/eg g). M N N G/HO Sdidn ot show s e n sitivities toCDD P(10FLgkg g), CP M(250FLghg g) and
VLB(1fLg/egg). Thehistopa也0logical ndings ofthe m etastasis ofe mbryomiclivers andlungSe Xhibitedthe s am e reSults as
thatof the PCR method. For theinhibitio n ofm etastasis, the e蝕 cts ofantitu m ord ugs at an early stage ofm etastasis wer e
ex amined. M M Cand V L Bw ereinje cted at2hrs,dayla ndday3. T hei nl1ibito n ratios of M MCin M N N G田O Sce11s w ere
91
.9 %(2hrs), 83.2%(day l)and 51.8 %(day 3), re SPeCtiv ely･ T heinhibitio n ratios ofVL B in M N NGnlO Scells w ere
-
2.2%(2hrs), andlO.4 %(day3). Tbese res ultde m onsb
･
ated thattheinjecdon ofappr opriatedrugS ata n early stageafter
tum Or Cellin oc ulation w as efftcdveinprev entig m etastasis･ With 血eprese ntedassaysyste m uslngthe PCR tech mique, a n
e xperm ental m odelfbr m etastasis of human bon e ands oftiss ue tt m or ce11s anda m odelforchem otherapy ofm etastasishas
been established. Itisthus c onsidered that chicke mbryo assayc ould be usefu l forelucidatingthe m echamim s ofm etastasis
andin vasion of hu m anbon e and soft tissuetum or cells andshouldc o腑ibuteto the deve10Pm ent Ofne w che m otherapy
m e血∝lsfor血e m.
